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INTRODUZIONE

L’infezione cronica da virus dell’epatite C €& spesassociata a numerose manifestazioni
extraepatiche di autoimmunita, quali scialoadefiitéocitica, lichen piano, poliarterite nodosa,
glomerulonefrite, tiroidite e crioglobulinemia mastl).

L’esistenza di un’alterata omeostasi del sistemaume in pazienti con epatite C € ulteriormente
suggerita dall’'elevata prevalenza di anticorpi wogano specifici. In particolare, anticorpi anti-
muscolo liscio e anti-nucleo sono presenti rispattiente nel 14-66% e nel 6-41% (2). La rilevanza
clinica di questi anticorpi, come pure i meccanisesiponsabili della perdita della tolleranza al, sel
sSono scarsamente caratterizzati.

In aggiunta agli autoanticorpi non-organo speciiescritti sopra, i pazienti con infezione da HCV
possono sviluppare autoanticorpi anti-microsomitiepa renali di tipo |1 (LKM-1) diretti verso il
citocromo P450 2D6 (CYP2D6). Sebbene, questi atittaapi siano osservati solo nello 0-11% dei
pazienti (4), la sieropositivita per LKM-1 rivests ruolo particolarmente importante. Infatti, i
pazienti con infezione cronica da HCV con alti ltitdi autoanticorpi anti-LKM-1 tendono a
presentare sia un danno epatico piu severo, sigrpui effetti collaterali in risposta al trattanten
con interferone (5-6). La possibilita che gli auttieorpi anti-LKM-1 possano contribuire al danno
epatico indotto da HCV e suggerita da numeroseeaviel sperimentali. In particolare, Muratori e
colleghi hanno dimostrato che gli anti-LKM-1 presemn pazienti con infezione da HCV
riconoscono il CYP2D6 espresso sul versante estdeila membrana plasmatica epatocitaria (7).
Inoltre studi strutturali hanno indicato che i mipali epitopi del CYP2D6 riconosciuti dagli anti-
LKM-1 sono esposti sulla superficie del citocrorj.

Gli anticorpi anti-LKM-1 presenti nel siero di panti con epatite da virus C riconoscono epitopi
lineari e conformazionali (1). L'analisi di sequardi questi epitopi ha rivelato omologie struttural
con alcune proteine dellHCV (9-10). Recentemehtatceau e collaboratori hanno dimostrato che
i sieri di pazienti affetti da epatite cronica ©gsfiivi per anticorpi anti-LKM-1, riconoscono epiio
conformazionali del CYP2D6, compresi tra gli amnaicidi 254 e 288, che cross-reagiscono con le
proteine NS3 e NS5 del virus HCV (11). Questi dsgimbrano suggerire che il mimetismo
molecolare tra il virus HCV e le proteine degli equdti possa essere responsabile della perdita dell
tolleranza al self.

Oltre al CYP2D6 altri membri della superfamiglial @gocromo P450 (CYP) rappresentano dei
bersagli antigenici per gli autoanticorpi assoadtepatite cronica da HCV. In particolare, Dalsko
e colleghi hanno riportato la presenza di autoarmicanti-CYP2A6 nell'8% e nel 2% di pazienti
infetti da HCV rispettivamente anti-LKM-1 positi@ negativi (12). Inoltre, una minoranza di

pazienti con infezione cronica da HCV presentdi tilcautoanticorpi diretti verso CYP3A4 (13).
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Studi condotti nel nostro laboratorio hanno mostraie circa il 40% dei pazienti con epatite
cronica C presenta autoanticorpi diretti versoofesma alcol-inducibile 2E1 del citocromo P450
(CYP2EL1) (14). Questi autoanticorpi non cross-reamio con CYP2D6 e non sono associati a eta,
genotipo virale e consumo alcolico. Sebbene, ieplgti autoanticorpi anti-CYP2E1 riconoscano
lisoforma espressa sul versante esterno della memabcellulare epatocitaria (14), I'analisi
statistica non ha evidenziato associazioni siggifie fra la presenza dell’autoreattivita anti-
CYP2EL1 ed aumentati livelli di transaminasi o grawdel danno all’esame istologico. Tuttavia, uno
studio preliminare di caratterizzazione antigerfi@arivelato che gli autoanticorpi anti-CYP2E1
associati all’epatite cronica C presentano un’amgpgaogeneita di bersagli antigenici. Infatti, alicu
sieri mostrano una preferenziale reattivita vergitopi lineari del citocromo, mentre altri
riconoscono esclusivamente epitopi conformazionali.

La presenza di autoanticorpi anti-CYP2EL1 e statach@ntata anche in pazienti con epatite indotta
dal gas anestetico alotano (15) e in un sottogrugipeazienti con patologia epatica alcolica in
stadio avanzato (16). Studi condotti in queste fagioni hanno evidenziato che questi
autoanticorpi riconoscono specificatamente epitopnformazionali presenti sulla superficie
molecolare di CYP2E1 (17). Recentemente, nel ndabroratorio € stato inoltre messo in evidenza
come in pazienti HCV, sottoposti a trapianto epmatia presenza di autoreattivita anti-CYP2E1
come pure la persistenza degli autoanticorpi, premdopo il trapianto, siano fattori di rischio
indipendenti per una estesa necro-infammazion& nekidiva di epatite C post-trapianto (3).
Inoltre, i pazienti con persistenza delle IgG &@YP2E1, post-trapianto, hanno una probabilita tre
volte superiore di sviluppare una grave epatiteuligr il periodo di follow-up (3).

Queste osservazioni ci hanno spinto ad investigareyun’ampia popolazione di pazienti, la
specificita antigenica degli autoanticorpi assaciditepatite cronica C e a valutarne il possibile
significato sulla progressione del danno epaticdofto dal virus. Inoltre, parte dell’attivita
scientifica di questo terzo anno di Dottorato éastkedicata allo studio dei meccanismi molecolari

potenzialmente responsabili della perdita delleetahza al self degli autoanticorpi anti-CYP2EL.



SCOPO

Caratterizzazione della specificita antigenica deglito-anticorpi anti-
CYP2EL1: identificazione di epitopi conformazionaiaggiori.

Ampliamento dell’analisi dei residui aminoacidicotpnzialmente coinvolti

nella interazione antigene-anticorpo.

Valutazione dell’accessibilita per il riconosciment degli epitopi
conformazionali, sinora identificati, da parte degiticorpi anti-CYP2EL].

Studio del ruolo dell’auto-reattivita anti-CYP2EZlia patogenesi e nella

progressione del danno epatico.

Studio dei meccanismi potenzialmente responsabdiladperdita della
tolleranza al self verso CYP2EL nei pazienti cdazione cronica C.



MATERIALI E METODI

Preparazione di CYP2E1l ricombinante umano wild-type e isoforme mutate mediante
espressione in E. Coli

Il plasmide di espressione pCWori+ (20) contenémtserto codificante per il CYP2E1 wild-type e
stato gentilmente donato dal Prof. Magnus Ingeli®aneberg della Divisione di Tossicologia
Molecolare, Istituto di Medicina Ambientale, IstituKarolinska, Stoccolma, Svezia. In particolare
alla sequenza del CYP2EL sono stati aggiunti @luesli istidina all’estremita C-terminale e, per
ottimizzare I'espressione, sono stati eliminatuchkeotidi codificanti i primi 18 aminoacidi (21).

Per I'espressione delle isoforme mutate di CYP2EMi( Tabella 1) sono stati utilizzati plasmidi

disponibili presso il nostro laboratorio e prepiacame descritto precedentemente (17).

Lys324 ->Ala324
Arg331->Ala331
Lys342->Ala342
Arg344->Ala344
Glu346->Ala346
Lys420->Ala420
Phe421->Ala421

Lys243,Glu244,Glu248,Lys251
8 ¥
Ala243,Ala244, Ala248,Ala251

~N o Bk W e

Tabella 1: Elenco delle isoforme mutate di CYP2Epresse in E. Coli ed utilizzate per gli

esperimenti di immunoprecipitazione.

Cellule Supercompetenti XL1 Blue di E. Coli (dl) sono state trasformate per shock termico con 1
ul delle soluzione di CYP2E1 plasmidico wild-typenmtato e successivamente selezionate con
piastre LB agar contenenti ampicillina. Singoleotd sono state ulteriormente cresciute per 16 h a
37°C e 10 h a 4°C in terreno LB piu ampicillinam2 di queste colture sono stati aggiunti ad una
soluzione contenente 178 ml di TB-medium (Bactgibme 1,2% (w/v), estratto di lievito 2,4%
(w/v) , glicerolo 0,4% (v/v), 20 ml di buffer posis-fosfato 0,17 M (0,17 M di-idrogenofosfato di
potassio, 0,72 M idrogenofosfato di di-potassi@) gl di ampicillina (50mg/ml), 20Qu di tiamina

(2 M), 200pl di acidos-amino levulinico o d-ALA (0,5 M) e 200l di FeCk (25 mM). La miscela

di reazione e stata quindi incubata a 37°C in amgitee continua. La crescita batterica e stata
monitorata spettrofotometricamente. Al raggiungitoedi una densita ottica (0.d.) di 0,7 unita, alla
miscela sono stati aggiunti 20 di IPTG (1 M) e 20ul di imidazolo (0,5 M) a cui e seguita una

successiva incubazione a 30°C in agitazione coafosu 24 h.



Valutazione dell’autoreattivita anti-CYP2E1 tramite esperimenti di immunoprecipitazione

Per gli esperimenti di immunoprecipitazione 10 poidCYP2E1 wild-type o mutato sono stati
disciolti in RIPA buffer (50 mmol/l di Tris/HCI, 19di NP-40, 0,25% di sodio deossicolato, 150
mmol/l di NaCl e 1 mmol/l di EDTA a pH 7,4) a cwr® stati aggiunti il di siero umano (volume
finale 100ul con diluizione finale siero 1:20) ed incubati i€rore a 4°C su rotore orbitale. Dopo
incubazione per 2 ore a 4°C con@@li proteina A-sepharosio CL4B (1:1 sospensione®®)
(Amersham Biosciences, Amersham, UK), gli immunoplassi legati sono stati recuperati tramite
centrifugazione, lavati tre volte con 1 ml di PBSotubilizzati in 4Qul di SDS buffer pH 6,8 e
analizzati e sottoposti a western blot, come d#ésgrecedentemente, utilizzando come anticorpo
rivelatore della proteina CYP2EL un siero antidista di topo (diluizione 1:2000), diretto verso la
coda di istidina (His-6) della proteina. L'interssidelle bande ottenute con le differenti forme
mutate di CYP2EL é stata misurata tramite videdttanstria, utilizzando il software Quantity One
versione 4.5.0 (Bio-Rad Laboratories Inc., CA, US#) espressa come percentuale di intensita

residua rispetto al CYP2E1 wild-type.

Induzione dell’'espressione del citocromo P450 isafoa 2E1
Per indurre I'espressione del CYP2EL é stato soistrato, a ratti maschi di ceppo Wistar, un bolo
intragastrico (5ml/kg/die) di acetone 30% (v/vemiuzione fisiologica, per due giorni consecutivi.

Il terzo giorno, i ratti sono stati anestetizzasiagrificati per I'isolamento degli epatociti.

Isolamento degli epatociti

Gli epatociti primari sono stati isolati da fegdiaatti maschi di ceppo Wistar con peso corpofrieo d
250-300gr (Harlan Italy S.Pietro al Natisone (Uglia), utilizzando la tecnica della perfusiona “i
situ” con collagenasi. L'uso e cura degli animans stati approvati dal Ministro Italiano della
Salute e dalla Commissione Universita per la Cueglidanimali rispettando le direttive del
Consiglio nazionale della Ricerca Italiana.

| ratti sono stati anestetizzati iniettando intréo@ealmente una soluzione di pentotal sodico
(50mg/Kg di peso corporeo) alla quale e stata aggieparina (37mg/Kg di peso corporeo). Agli
animali é stata aperta la cavita addominale edai sbcanulata la vena porta. Il fegato e stato
perfuso per 10 minuti con il tampone salino T1 (Na€3mM, KCI 7mM ed Hepes 10 mM a pH
7.4) mantenuto a 37°C, con un flusso costante Fiurita di pressione grazie all’utilizzo di una
pompa peristaltica LKB Bromma 2115.

Dopo questa prima fase di lavaggio del fegato,ghmio € stato perfuso con 200ml di tampone
salino T2 (NaCl 100mM, KCI 40mM, Cag3 mM, la collagenasi di tipo | 0.05%, tampone Hepes

NaOH 500mM, pH 7.4), anch’esso mantenuto a 37°@uoflusso costante di 4 unita di pressione
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Il fegato cosi digerito e stato rimosso dall’anien& risospeso in 50ml di terreno DMEM5671
(Sigma) e gli epatociti sono stati purificati atteeso tre centrifugate da 5 minuti 'una a 500 rpm,
seguite da un’ultima centrifugata 1050 rpm su ignate di Percoll.

Dopo questo procedimento e stato effettuato il eggio delle cellule utilizzando una camera
Burker ed e stata valutata la vitalita cellulargaaerso la conta al microscopio degli epatociti
sfruttando il test di esclusione del Blu Tripano.

Dopo il conteggio la sospensione cellulare vienggta ad una concentrazione di 1Xt@llule/ml.

Valutazione della capacita di sieri HCV di riconosere, in citofluorimetria a flusso, il CYP2E1
espresso sulla membrana degli epatociti.

Gli epatociti primari, 1 x 10 cellule per punto sperimentale, sono stati riessm 500ul di PBS-
BSA 0,1% freddo, contenente, rispettivamente, erosili un paziente HCV (1:50) o un anticorpo
policlonale di coniglio anti-CYP2EL1 (1:250), menper il controllo negativo € stato aggiunto solo
del PBS 1X. Quindi, i campioni sono stati incubatl rotore orbitale per 1h a 4°C.
Successivamente, gli epatociti sono stati lavath &0 pl di PBS-BSA 0,1% e risospesi
nuovamente in PBS-BSA 0,1% contente, rispettivamehanticorpo secondario (1:100) anti-
human IgG o anti-rabbit IgG coniugati con il FITEl{oresceina isotiocianato) . Incubati 30 minuti
su rotore orbitale a 4°C. A questo punto dopo @&ffattuato un lavaggio con PBS-BSA 0,1%, i
campioni sono stati risospesi, in {0@di PBS 1X, ed analizzati al FACScan Becton Diskin (San
Jose, CA, USA).

| dati ottenuti da ciascun esperimento sono stetiizzati usando il programma WINMDI.

Analisi di potenziali cross-reazioni tra CYP2E1 e poteine di HCV

Le sequenze aminoacidiche, in formato FASTA, dgitide 324-346 del citocromo umano P450
isoforma 2E1 (P05181) e della poliproteina di adfgi genotipi di HCV, contenute nel database
Swiss-Prot/TrEMBL accessibile al sito web Expasgpiffwww.expasy.org), sono state allineate
utilizzando il programma di allineamento multiplostquenze proteiche ClustalW, disponibile al
sito web dell’Istituto Europeo di Bioinformatica BBU-EBI (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).

La rappresentazione grafica degli allineamentiaéasbttenuta utilizzando il software BOXSHADE

versione 3.21, disponibile al sito web EMBnet
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

Dopo aver individuato una buona omologia di seqadrezi peptidi 324-334 e 335-346 di CYP2EL1
e, rispettivamente, i peptidi 438-449 e 456-469adploteina virale NS5B, abbiamo valutato la
presenza di un’eventuale omologia a livello stmatiet A tal fine, avvalendoci del modello

molecolare del CYP2E1, e tramite l'ausilio del s@fte RasTop, abbiamo isolato la sequenza

8



aminoacidica di interesse e generato un modetiintensionale della regione contenente il peptide
324-346. Similmente abbiamo utilizzato il modelledimensionale della proteina virale NS5B
genotipo 1b (codice 1C2P), l'unica al momento dmbite nella banca dati RCSB Protein Data
Bank (PDB) accessibile dal sito internet http://wwosb.org, per generare un modello
tridimensionale del peptide virale 421-480aa. Infine, utilizzandb doftware DeepView-
SwissPdbViewer, abbiamo confrontato i due modedisicrealizzati, per valutare I'esistenza di
motivi strutturali omologhi. L’analisi al computéa dimostrato che i due modelli tridimensionali

presentavano una buona sovrapposizione (RMSE 2 0y08.

Clonaggio dei peptidi 438-449 e 456-465 della RNAslmerasi RNA-dipendente (NS5B) di
HCV omologa al CYP2E1 umano

Per generare le sequenze nucleotidiche di NS5Bamhelal CYP2E1 umano e stata realizzata una
reazione di PCR in assenza di DNA come stampoehaione e stata eseguita in un volume finale
di 20 pl, utilizzando per la miscela di reazione: primerward e reverse (Tabella 2) tra loro
parzialmente sovrapponibili (18 bp) O4, T, 56°C (Biomers), MgGl 1.5 mM (Fermentas),
dNTPs 0.5 mM (Fermentas), Dream Taq polymeras®&ub(Fermentas).

In particolare, il primer forward comprende la seaga codificante per un linker glicina-serina,
mentre entrambi gli oligonucleotidi recano un siaiconoscimento per gli enzimi di restrizione
utilizzati successivamente per consentire I'insento del prodotto di amplificazione in un vettore
di espressione.

Gli amplificati ottenuti, dopo aggiunta del colotarfOrange G” DNA Loading Buffer (6X), sono
stati analizzati attraverso elettroforesi orizzéstsu gel d’agarosio 1.5% (45 minuti a 100 V) in
TAE (40 mM Tris, 40 mM acido acetico, 1 mM EDTA @], e rivelati con GelRed (10000X)
(Biotium, Hayward, CA). Per l'acquisizione delle nmagini della corsa elettroforetica e stato
utilizzato il sistema GelDoc Imaging XR System (Btad Laboratories Inc. Hercules, CA).

| campioni sono stati successivamente purificaltiggh di agarosio avvalendosi del kit NucleoSpin
Extract Il (Macherey-Nagel). Un’aliquota di ciascaampione e stata sottoposta ad un’ulteriore
corsa elettroforetica su gel di agarosio 1,5% (4&uh 100 V) per controllare la resa dello step di
purificazione, e quantificata al transilluminataf@ioRad UVGen), mediante confronto con un
marker di DNA (GeneRuler 100bp DNA Ladder Plus).



NS5B1hyss.aa9forward | GCTAGCGCGCATGGTGGAGGTGGCTCCCAACTTGAGAAAGCCCTAGATTEAG

NS5B1ky35.449r€VErSE | CGATGCTAGCCCCGTAGATCTGACAATCTAGGGCTTTCTC

NS5B1hysg.a65forward | GCTAGCGCGCATGGTGGAGGTGGCTCCCCACTTGACCTACCT CAG

NS5B1hysg.a65reverse | CGATGCTAGCTCGTTCAATGATCTGAGGTAGGTCAAGTGG

Tabella 2: Elenco dei primers utilizzati nelle re@ma di amplificazione dei peptidi NS58.440 €
NS5Bs6.465di HCV genotipolb.

Il templato e stato poi sottoposto a reazione queaza (BigDye terminator v1.1 Cycle Sequencing
Kit, Applied Biosystem) ed analizzato con sequetazeé automatico (ABI Prism 3100 Genetic
Analyzer).

Successivamente, una versione modificata del wetibespressione pGex4T-1, gentiimente fornita
dal gruppo del Prof. Sblattero, e lo stesso inssotw stati digeriti attraverso enzimi di restneo
Bsshll e Nhel e successivamente sottoposti a neazidi ligazione con DNA ligasi per
'inserimento del frammento di DNA nel vettore doraggio. Dopodiché, cellule competenti di
E.coli (DH5a) sono state trasformate, per shock termico, atiffarenti plasmidi e selezionate su

piastre LB agar contenenti ampicillina.

Espressione e purificazioni delle proteine di fusiee GST-NS5B,,.480 GST-NS5B;35.449€ GST-
NS5B;s6.465

Le singole colonie sono state cresciute in terreBocontenente ampicillina (5Qg/ml) fino al
raggiungimento di una densita ottica (0.d.) di@@a, a questo punto alla coltura e stato aggiunto
IPTG alla concentrazione finale di 1 mM, ed é seguwina successiva incubazione a 30°C in
agitazione continua per 5h. Le colture sono staiddrite in tubi da centrifuga e centrifugate per
minuti a 1250g. Dopo centrifugazione i pellet s@tati risospesi in PBS 1X, pH 7.4, contenente
1% di Triton-X-100, Lisozima (0,25 mg/ml), PMSF (M)y EDTA (1mM) ed inibitori delle
proteasi (2pl/ml; Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland)lisati per sonicazione. Dopo 15
min di centrifugazione a 13000g, gli estratti batiesono stati incubati su rotore orbitale peralh
4°C, con resina Glutatione-Agarosio (Sigma-Aldrjch)l i peptidi coniugati con il GST (GST-
NS5By22.480 GST-NS5B35.4490 € GST-NS5Bs56.469 SONO stati purificati tramite cromatografia di

affinita usando come eluente glutatione ridotto #0m Tris-HCI 50mM, pH 9.5.
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Valutazione della cross-reattivita tra i peptidi virali NS5Bj3g.449 € NS5Bs6.465 € (i
autoanticorpi anti-CYP2E1, mediante ELISA e saggi dcompetizione.

Per valutare la cross-reattivita in ELISA dei siéei pazienti CHC con i peptidi virali omologhi al
CYP2EL sono state utilizzate delle piastre di pioéise per ELISA (Nunc-Immuno Maxi-Sorp,
Nunc, S/A, Roskilde, Denmark). Meta dei pozzettigstati ricoperti con gy dell’'uno o dell’altro
peptide, I'altra meta invece con la sola proteiaarier (GST), il tutto solubilizzato in buffer
bicarbonato 0,1 M a pH 9,6 ed incubato overnight@

Mentre, per gli esperimenti di competizione i si@mani sono stati incubati overnight su rotore
orbitale con 4g/ml, rispettivamente, di GST-NS58.440€ GST-NS5Bs6.465 0 del solo GST. Gili
immunocomplessi sono stati separati per centrifieg@gza 13000g per 8 min ed i surnatanti sono
stati testati per la loro reattivita verso il CYP2ia ELISA.

Analisi dei dati e statistica

Per l'analisi statistica dei dati e stato impiegaspftware statistico SPSS versione 15.0 (SP$S In
Chicago, lllinois, USA). Le differenze tra i gruppono state stimate con test non parametrico
Mann-Whitney o Kruskal-Wallis e con test Chi-quadrotest esatto di Fisher. Lintervallo di
confidenza é stato calcolato usando il software @gksione 2.1.1 (T Bryant, University of
Southampton, UK). L'effetto indipendente delle wali significative all’analisi univariata e
multivariata €& stato calcolato usando I'analisi réigressione logistica. L’adattamento alla
distribuzione normale é stato valutato con i tasKolmogorov-Smirnov e di Shapiro-Wilk. In
presenza di una consistente deviazione dall'ipadésiormalita, questa e stata corretta, quando

possibile, attraverso trasformazione logaritmica.
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RISULTATI

Riassunto risultati dell’attivita scientifica svolta durante il secondo anno di Dottorato.

Nel corso dei precedenti anni di Dottorato avevaimostrato che autoanticorpi anti-CYP2E1 a
titoli superiori al 97° percentile della popolazeéodei controlli (0.donm 0.470) erano evidenziabili
in 52 su 137 (38%) pazienti affetti da CHC.

Nonostante il 38% dei sieri mostrassero autoargicanti-CYP2E1 in ELISA, 23/52 (44%)
presentavano una riduzione pari al 90% o maggieléadtoreattivita anti-CYP2E1L in condizioni
denaturanti e riducenti (Western blotting). Tutégviutti i 52 sieri conservavano la capacita di
immunoprecipitare il CYP2E1 umano purificato in daoni native. Questi risultati avevano
suggerito che e possibile identificare e analizearsottogruppo di pazienti con infezione cronica C
sulla base della loro capacita di riconoscere peefgalmente epitopi conformazionali di CYP2EL.
Questa differenza di specificita anticorpale nom &sociata con un particolare genotipo virale ne
con una differenza complessiva nella reattivitaseeill CYP2E1 (0.dgonm 0.708+0.112 vs
0.626+0.245; p=0.37). Inoltre, i pazienti con auti@orpi diretti verso epitopi conformazionali di
CYP2EL rispetto ai pazienti anti-CYP2E1 negativcan autoanticorpi diretti verso gli epitopi
lineari non presentavano sostanziali differenzeatidmente alle caratteristiche cliniche o
biochimiche.

Tuttavia, allesame istologico, lo score di necfeimmazione (grading) e fibrosi (staging) erano
significativamente elevati nei pazienti con autaarpi anti-CYP2E1L diretti verso gli epitopi
conformazionali. In aggiunta, il sottogruppo di @ati con infezione cronica C e autoanticorpi
diretti verso epitopi conformazionali di CYP2E1 geatava sia una maggior prevalenza (39% vs
13%, diff 26%, 95%IC 3-53%; p=0,037) che un aumienteschio (O.R. 4,3; 95%IC 1,2-16,1) di
necrosi della lamina limitante epatocitaria £3), un importante marker morfologico di
progressione verso la cirrosi.

All'analisi univariata l'eta (p=0,035) e la presanali autoanticorpi diretti verso epitopi
conformazionali di CYP2E1 (p=0,023), ma non la pesa anti-CYP2E1l (p=0,741) erano
significativamente associati con la necroinflammaei di grado moderato; tuttavia, I'analisi
multivariata aveva evidenziato che la presenzantic@rpi verso epitopi conformazionali rimaneva
I'unico predittore indipendente di necroinfiammamo

Mentre, I'analisi dei fattori associati allo svilup di fibrosi di grado moderato/severo aveva
evidenziato che l'eta (p<0,001), la steatosi (p38)0 la necroinfiammazione (p<0,001) e la
presenza di autoanticorpi diretti verso epitopi foomazionali di CYP2E1 (p=0,013) erano
significativamente associati con la fibrosi di gradoderato/severo; tuttavia, I'analisi multivariata
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aveva messo in luce che solo il grado di necraimfieazione e I'eta erano predittori indipendenti di
fibrosi moderata/severa.

| nostri risultati suggerivano quindi che la presendi autoanticorpi verso specifici epitopi
conformazionali puo rappresentare un fattore @hic per la progressione ad un danno epatico piu

severo nei pazienti con infezione cronica C chkippano autoreattivita anti-CYP2E1.

Poiché, dai nostri risultati emergeva che solotBegattivita verso epitopi conformazionali risuléav
essere associata, nei pazienti HCV, ad un danrtccepaaggiore; abbiamo deciso di intraprendere
la caratterizzazione degli epitopi conformazios#liati sulla superficie molecolare del citocromo.

| dati raccolti, nellanno precedente, sono stdtieritormente estesi con esperimenti condotti in
guesto terzo anno di Dottorato.

Caratterizzazione della specificita antigenica degl auto-anticorpi anti-CYP2EL:
identificazione di epitopi maggiori

Nel complesso, abbiamo valutato l'effetto di sirgaostituzioni aminoacidiche sulla capacita
antigenica dell'intera molecola di CYP2E1, analima in immunoprecipitazione 20 sieri con
anticorpi anti-CYP2E1 conformazionali e paragonataaeattivita verso CYP2E1 wild-type e
verso le isoforme mutate Lys324, Arg331, Lys342g 844, Glu346, Lys420, Phe421. E stata
inoltre utilizzata una forma mutata di CYP2E1 comtete 4 sostituzioni aminoacidiche ad alanina
dei residui Lys243, Glu244, Glu248 e Lys251 locadiz a livello dell’elica G. Questi 4 aminoacidi
sono stati selezionati perché situati sulla superfimolecolare di CYP2EL in un’area altamente
antigenica, e la cui sostituzione non modificaairetto folding dell'intero citocromo. La Figura 1
mostra che uguali quantitd di CYP spettrale wildetyo mutato sono immunoprecipitate dai
differenti sieri in misura maggiore o minore, vénadmente a causa dell’affinita variabile indotta
dalla singola sostituzione aminoacidica. In paftfioe considerando variazioni nella reattivita
anticorpale dell'ordine del 50%, abbiamo osserddi® le sostituzioni di Lys324 e Arg331, da sole
0 in combinazioni, erano le piu efficaci, modificknla reattivita verso il CYP2E1 di 17 dei 20 sieri
testati (85%). La reattivita dei restanti 3 sia énvece modificata dalla mutagenesi a carico dei
residui Lys342 e Glu346 (Figura 1). Queste stess&zioni, insieme alla sostituzione a carico di
Arg344, erano inoltre efficaci in altri 14 sierielsostituzioni a carico di Lys420 e Phe421 erano pi
soggette a variazioni, coinvolgendo solo 6 sied43 (Figura 1). Al contrario, € interessante notare
che tutti i sieri immunoprecipitavano in ugual msWisoforma mutata di CYP2E1 recante le 4
sostituzioni aminoacidiche nell’elica G (Figura joltre, nessuna delle sostituzioni aminoacidiche

ha alterato il riconoscimento di CYP2E1 da partesikri con anticorpi diretti preferenzialmente
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verso gli epitopi lineari (Figura 1). La simulazeoal computer, utilizzando il modello molecolare
di CYP2EL, ha rivelato che i residui mutati cheluahzavano il legame anticorpale, sebbene
distanti nella sequenza aminoacidica, vengono\atsb in stretta prossimita dopo il ripiegamento
della proteina, identificando un possibile epit@pmformazionale in un’area larga circa 1.9-2.0 nm

in un sito antigenico formato dalla giustapposiziaielle eliche J, J' e K” (Figura 2).

w K324 R331 K342 R344  E346 K420 F421 4 helix G
41 — — — - —_—

46 —— 0 s _ - — = ——

WT Lys- Arg- Lys- | Arg- | Glu- | Lys- | Phed | 4-helxG
324 N 342 344 346 420 21

9 100 62 181 141 105 72 70 73 121
20 100 69 120
22 100 142
26 100 142 137
29 100 100 69
30 100 69
33 100 3 3

36 100 326 66 193 G0 260 113 62 65
37 100 165 127 100 170 95 127 91 78
41 100 95 186 68 221 234 116 132 128
42 100 126 123 a0 343 [l 52 68
43 100 70 178 55 99 91 93
44 100 131 127 171 106 150 124 131 136
45 100 141 336 23 165 100 85 103 a8

46 100

47 100 g 62 35 127
48 100 90 128 191 103 155 144 100 101
49 100 168 162 181 83 76 123 100 a7

50 100 305 128 99 79 98 130 99 92
52 100 a9 99 34 N 108

WT K324 R331 K342 R344  E346 K420 F421 4 helix G

Figura 1: Effetto di singole sostituzioni aminoacite sul riconoscimento di CYP2E1 ricombinante
umano da parte di 20 sieri di pazienti con CHC diampi anti-CYP2E1 diretti verso epitopi
conformazionali. Le intensita delle bande sono estatisurate tramite videodensitometria ed i
risultati sono stati espressi come percentualeddittivita residua delle forme mutate rispetto al
CYP2E1 wild-type. | quadrati grigi e quelli neriditano rispettivamente un aumento 0 una
riduzione maggiore del 50%. In alto, alcuni immulmbbdi CYP2E1 wild-type e mutato dopo
immunoprecipitazione con alcuni sieri. In bassauale bande relative alla reattivita, in western
blotting, di due sieri lineari verso il CYP2E1 WTedsoforme mutate.
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Figura 2: Modello molecolare tridimensionale di CYPL (modalita spacefill). In nero sono
colorate rispettivamente le estremita N- e C-tematfen Al centro, tra le eliche J’, K” e L in grigio
scuro, e possibile osservare I'epitopo candidatn ceesidui aminoacidici Lys-324, Arg-331, Lys-
342 ,Arg344, Glu-346 e Lys-420 e Phe-421 (grigiaua) interessati dal processo di mutagenesi.

E stato recentemente riportato che la porzioneriditale di CYP2E1 ed in particolare I'elica B
con caratteristiche anfipatiche, € responsabilkirtelazione elettrostatica con i fosfolipidi cetni
negativamente che ancorano il CYP2EL1 alla memloalhalare (41)

In particolare, la simulazione al computer delbmiamento del CYP2E1l in relazione alla
membrana mostra che I'epitopo da noi identificasnlta essere ben accessibile al legame degli
anticorpi anti-CYP2E1 (Figura 3).
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Epitopo tra ¢ ¢
le eliche J, |
J eK”

Elica B

Figura 3: Modello molecolare tridimensionale rekai all’orientamento del CYP2E1 sulla
membrana plasmatica (modalita spacefill). Nellatpabassa della figura possiamo osservare la
rappresentazione tridimensionale del doppio stifa&folipidico. Mentre, nella porzione superiore,
in nero e grigio scuro, sono rappresentati i residminoacidici che costituiscono I'epitopo
conformazionale da noi identificato e localizzata te eliche J, J’ e K”. In nero, sono anche
indicati i residui aminoacidici che costituiscontlica B, la quale media I'ancoraggio del
CYP2EL1 al doppio strato fosfolipidico della memlaan

Tali osservazioni ci hanno spinto a valutare set@ffamente i sieri dei pazienti HCV fossero in
grado di riconoscere il CYP2EL espresso sulla man@plasmatica. A tal fine e stata indotta,
tramite la somministrazione, per due giorni coofe; di un bolo di acetone 30% (v/v) in
fisiologica, I'espressione del CYP2EL in ratti rwiasisdi ceppo Wistar. Successivamente, i ratti sono
stati sacrificati e gli epatociti sono stati isoldél fegato, mediante perfusione con collageresi,
incubati con sieri di pazienti HCV. Dopodiché, satati analizzati in citofluorimetria a flusso per
valutare I'effettiva reattivita dei sieri umani geril CYP2E1 di membrana. Da questi esperimenti
emerge che i sieri dei pazienti HCV con IgG diretteso il CYP2E1 sono in grado di marcare la
superficie degli epatociti in maniera paragonaadi un siero policlonale anti-CYP2E1 (36% vs

32% di eventi positivi), (Figura 4). Mentre, | gi@egativi per gli autoanticorpi anti-CYP2E1
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mostrano una ridotta percentuale di positivita safrontati, rispettivamente, con il siero di

controllo ed i sieri con IgG anti-CYP2E1 (dati nmostrati).
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Figura 4. A) Dot plot relativo alla reattivita, igitoflurimetria a flusso, di un siero HCV con IgG
anti-CYP2E1 verso epatociti isolati da ratto e mmermeabilizzati. B) Reattivita verso gli epatociti
di un siero policlonale di controllo anti-CYP2E1) Controllo negativo epatociti incubati con il
solo anticorpo secondario fluorescinato.

Queste osservazioni suggeriscono che il CYP2Elessprin membrana € accessibile al
riconoscimento da parte delle immunoglobuline; ben si accorda con gli studi presenti in
letteratura (7,15) e permette di confermare désinoiti precedentemente in immunofluorescenza, in
cui la microscopia confocale ha confermato cheagti-CYP2E1 legano il CYP2EL presente sulla
porzione esterna della membrana plasmatica degitoepi, dove potrebbero mediare danno
cellulare attraverso l'attivazione del complement@on un meccanismo di citotossicita cellulo-

mediata anticorpo-dipendente (ADCC).

Al momento, sono in corso degli studi volti allangarensione di quali siano i meccanismi
molecolari che fanno si che la presenza di autcamut, anti-CYP2E1 conformazionali, sia
associata ad un danno epatico maggiore. In paateoktiamo valutando se questi autoanticorpi
riconoscano il CYP2EL in membrana con una magdifonita rispetto a quelli diretti verso antigeni

lineari.
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Studio dei meccanismi potenzialmente responsabilietla perdita della tolleranza al self verso
CYP2EL1 nei pazienti con infezione cronica C.

Stante che gli autoanticorpi anti-CYP2E1 appaiooiovolti nella patogenesi e nella progressione
del danno epatico, la comprensione dei meccanesspionsabili della perdita della tolleranza al self
verso il CYP2E1 risulta di fondamentale importar@audiando gli anticorpi anti-LKM-1 associati
all'epatite C, diversi gruppi hanno riportato ongik di sequenza e cross-reattivita fra CYP2D6 e
diverse proteine di HCV, cytomegalovirus (10) el'detpes virus-1 (9). Sebbene, come abbiamo
recentemente dimostrato, gli autoanticorpi anti-2EP non cross-reagiscano con il CYP2D6 (14),
la forte omologia (40%) di sequenza tra i due cdou suggerisce la possibilita che lo stesso
meccanismo di mimetismo molecolare responsabilé daliluppo degli anticorpi anti-LKM-1
possa anche promuovere l'autoreattivita anti-CYRZ2Edr verificare tale possibilita, la sequenza
aminoacidica CYP2Ek.346 che concorre alla formazione dell'epitopo confozionale del
citocromo P4502E1 e stata allineata con la sequeelta poliproteina di alcuni genotipi di HCV
scelti casualmente. | nostri risultati hanno messduce come esista una buona omologia di
sequenza tra il peptide 324-346 di CYP2EL1 ed iigep21-480 di NS5B di vari genotipi di HCV

ad eccezione del 4a (Figura 5).

CYP2E1324346 | -~ ---------~--—--- EEIN-RVIE------ <RI E--mmmmmm e - 01
NS5B 1a 421-480 | ARMILMTHFFSVLIARDQWEQALBCET VEACYSTERLDLIYPIMI O HGLSAFSLHSYSPG

CYP2E1324346 | - ---------------- BEIR-RVIE------ SRT E--ommmmmmm - 01
NS5B 1b 421-480 | ARMILMTHFFSILLAQE KATLIMCOT CYSIEBLDL IEMLHGLSAFSLHSYSPG

CYP2E1324-346 | - --—---—---—————- EEID-RVIE------ SRIEN S 01
NS5B 2a 421-480 | ARMVLMTHFFSILMAQDTMDONLNFEMYEAVYSVS|ELDLIS T B HGLDAFSLHTYTPH
CYP2E1324-346 | -~ --------------—- HEEID-RVIE------ SRIETN E-------mmm--- 01
NS5B 2b 421-480 | VRMVIMTHFFSILLAQDTINONLNFEMYEAVYSVNEL DL T Bl HGLDAFSLHTYSPH
CYP2E1324-346 | - - —---—--——————- EEID-RVIE------ SRITN E------mmmm - 01
NS5B 2¢ 421-480 | VRMVLMTHFFSVLMAQDTDODLNFEMYEAVYSVS)ELDLINI T BILHGLEAFSLHSYSPH
CYP2E1324-346 | ------------- KLHBEIRR- - - - - Vife------ SRIEEN E-------mm - - 01
NS5B 3a 421-480 | VRMVMMTHFFSILQSQET LINNPL.DFEMYEATYSVTIELDLISIT BINLHGLSAFTLHSYSPV

CYP2E1324-346 | - ----------———-KEB&--———--——--- BB DRy P shl- - - IBATKDROE - - - - - - - - 26
NS5B 4a 450-510 VIYSITPLDLPAIIQ LSAFTLHGY S PHIZL LINKLGVIYPLRAWRHRARAVRAK

Figura 5: Rappresentazione grafica dell’allineametta il peptide 324-346 di CYP2E1 umano e il
peptide 421-480 di NS5B. In colore sono indicagpettivamente i residui aminoacidi omologhi

(nero) o quelli con simili caratteristiche chimidisiche (grigio).

Poiché la proteina NS5B del genotipo 1b di HCV atastristallizzata, ed € quindi disponibile il
modello molecolare, abbiamo analizzato, tramite simaulazione al computer, la possibile analogia
strutturale fra la zona 324-346 di CYP2E1 e quéR4-480 di NS5B di HCV 1b. La figura 6
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mostra, in particolare, che gli aminoacidi Leu-3Z&p-330, Gly-334, Pro-335 e Pro-339 di
CYP2EL1 e gli omologhi virali Leu-439, Asp-444, GI¥9, Pro456 e Pro-460 sono localizzati
rispettivamente in uk-elica e in una porzione adiacente non strutturAtim. stesso modo, gli
aminoacidi lle-341 e Arg-344 di CYP2E1 e lle-462Am-465 di NS5B si ritrovano in un’altra
sequenza dio-elica (Figura 6). Infine, la conformazione tridinsgonale dei due frammenti
molecolari dimostra una disposizione spaziale ahbaa simile (RMSE = 0,062 nm) e comunque
compatibile con l'ipotesi di cross-reattivita daiedepitopi conformazionali. Queste osservazioni
supportano la possibilita che fenomeni di mimetismalecolare siano alla base dello sviluppo di

reazioni autoimmuni verso CYP2EL in corso di epatibnica C.

Arg344 _________’ < lle3d1
P / Pro339

) \ tl lle462  Pro456
f ' d
LYS325 ~ | *\Q ’ "4
4’ Pro335
_ 4 Asp330 Py = y, — Argdas
' Glyag |
7 oypaE 3246 —a | NS5b1-480

Figura 6: modelli molecolari dei peptidi seleziondt CYP2E1 umano e NS5B di HCV (genotipo
1b). In nero sono indicati rispettivamente i resid@minoacidici omologhi o quelli con simili
caratteristiche chimico-fisiche.

Al fine di confermare questo meccanismo di perditla tolleranza al self verso CYP2E1l
nell'infezione cronica C abbiamo iniziato esperitnei clonaggio del peptide virale omologo

all’epitopo conformazionale riconosciuto dagli antcorpi.

| peptidi virali NS5B,,-4g0dei genotipi 1b e 3a sono stati clonati nel vetthirespressione pGex4-

T1 ed espressi, in cellule batteriche DtHTome proteine di fusione con il GST. Una volta
purificate le proteine sono state utilizzate inggagnmuno-enzimatici, al fine di valutare la cross

reattivita degli anticorpi anti-CYP2E1 con il pejgiomologo virale.

Tuttavia, dagli esperimenti condotti e risultatoecljueste proteine ricombinanti non sono
riconosciute, da parte di sieri HCV positivi per glitoanticorpi anti-CYP2E1 conformazionali, ne

in ELISA ne tanto meno in esperimenti di immunofpiazione.
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Questo mancato riconoscimento € verosimilmente faiphke al fatto che il peptide possa assumere
una conformazione tridimensionale che in qualch@anpregiudichi il riconoscimento da parte
delle IgG anti-CYP2E1 conformazionali.

Oltre a queste considerazioni, € importante sottalie che le due proteine sono dotate di una scarsa
solubilita e cio rende problematico il processguiificazione. Tanto e vero che, la resa di questo
step e decisamente molto scarsa ed & necessarerace buona parte di queste proteine dai corpi
di inclusione delle cellule batteriche.

Per ovviare a questi inconvenienti, abbiamo dedasocondurre una ulteriore analisi degli
allineamenti di sequenza (Figura 5), che ci ha psso di mettere in evidenza come I'omologia di
sequenza tra i peptidi CYP2k1 33,6 CYP2E135.346 €, rispettivamente, i peptidi di HCV NS&B.

4490€ NSBHBs6.465Sia nettamente superiore a quella riscontratdipgro peptide CYP2Egb4-346 IN
particolare, tale omologia risulta essere ben awase tra i differenti genotipi di HCV ad eccezione
del 4a (Figura 5); questo ben si accorda con ultas precedentemente ottenuti circa la mancanza
di una associazione tra il genotipo virale e lasprza degli autoanticorpi anti-CYP2EL.

Le sequenze codificanti NS58.449¢ NS5Bi56.46550N0 state quindi clonate nel vettore pGex4T-1 ed
espresse, in cellule batteriche (Dtj5come proteine di fusione con il GST. Saggi inl$A,
utilizzando come antigeni le proteine GST-N$HBBig € GST-NS5Bse.465 purificate, hanno
evidenziato come i sieri che riconoscono prevalaptde epitopi conformazionali legano piu
efficientemente i peptidi virali rispetto ai sidimeari o negativi per gli anti-CYP2EL. Inoltre, e
possibile osservare come sieri negativi per autoampi anti-CYP2E1 abbiano una reattivita
paragonabile a quella di sieri di soggetti saratiusome controlli, avvalorando l'ipotesi della ssa
reattivita tra IgG anti-CYP2E1 conformazionali eesfiche strutture della poliproteina di HCV
(Figura 7).
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Figura 7. (Pannelli A, B) Valutazione, mediante gagELISA, della capacita di riconoscimento
delle proteine GST-NS%B.429 € GST-NS5B6.465 da parte di 20 sieri HCV con IgG dirette,
rispettivamente, verso epitopi conformazionali (QER+Conf) o lineari (CYP2E1+Lin). Sono
inoltre stati usati come controlli 5 sieri negatiper IgG anti-CYP2E1 e 5 sieri di soggetti sani. |
valori sono espressi come unita di densita otticd98nm. Le scatole comprendono i valori tra il
25° e il 75° percentile, le linee in neretto rappeatano le mediane, le linee al di fuori delle stat
si estendono dal 10° al 90° percentile (80% deoxigl Significativita statistica: a)p<0.05 vs sieri
con IgG anti-CYP2EL1 lineari; b)p<0.001 vs contrallisieri negativi per anti-CYP2EL.

Successivi esperimenti di competizione hanno mistiae entrambe le proteine, GST-NS5B9

e GST-NS5Bss.465S€ pre-incubate con i sieri dei paziesano piu efficienti, rispetto al solo GST,
nel determinare una riduzione del riconoscimentd @¥P2E1 da parte degli autoanticorpi
conformazionali (Figura 8). Mentre non alterangngficativamente, I'affinita degli anticorpi dirétt
verso gli epitopi lineari del CYP2E1 (dati non mra#i). Nello specifico, con questo esperimento
abbiamo escluso che il legame delle IgG alle pneteicombinanti, osservato in ELISA ( Figura 7),

fosse in realtd mediato dal riconoscimento deltdagina carrier.
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Figura 8:Valutazione della capacita delle proteidiefusione GST-NSSB.440€ GST-NS586.4650

del solo GST di ridurre il riconoscimento del CYR2&a parte di 5 sieri HCV, con IgG dirette
verso antigeni conformazionali del CYP2EL. | valeono espressi come percentuale della
reattivita basale dei sieri verso il CYP2EL. Sigmafivita statistica: ¢)p<0.05 vs i sieri pre-
adsorbiti con la sola proteina carrier GST.

Complessivamente, questi risultati sostengono ksipdita che il mimetismo molecolare, con le
proteine di HCV, possa condurre allo sviluppo ditoaeattivita anti-CYP2E1 nel corso

dellinfezione cronica C.
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DISCUSSIONE

Gli autoanticorpi anti-CYP2EL1 sono stati inizialnteemitrovati in associazione con I'epatite indotta
da alotano (15), con il danno epatico causato fitmeeanti idroclorofluorocarburi (HCFC) (23) e
nell'epatite idiosincrasica indotta da anestet®)( Inoltre gli stessi autoanticorpi sono presenti
un sottogruppo (circa il 35-40%) di pazienti conaie e/o cirrosi alcolica (16). Sia gli
autoanticorpi anti-CYP2E1 indotti dall’alotano siguelli indotti dall’alcol riconoscono
specificatamente due epitopi conformazionali suigerficie della molecola di CYP2E1 che
corrispondono, rispettivamente, all’elica G e athtea formata dalla giustapposizione delle eliche
J’ e K” nella porzione C-terminale della molec¢le’). La presenza nel siero dei pazienti con CHC
di anticorpi diretti prevalentemente verso epitopnformazionali di CYP2EL, identificati tramite
esperimenti di immunoprecipitazione e western Mgt unitamente alla capacita dei sieri di
riconoscere CYP2E1 esposto sulla superficie dicsiat(14), ci ha indotto a caratterizzare i
possibili epitopi coinvolti.

Isoforme di CYP2E1 correttamente avvolte e recairigole sostituzioni aminoacidiche nella
porzione C-terminale, ci hanno permesso di studianeiolo di alcune delle regioni da noi
selezionate per la reattivita anti-CYP2EL dei paizi€HC. | nostri dati, ottenuti analizzando 20
pazienti CHC, hanno evidenziato che, nonostantadia variabilita presentata nel riconoscimento
delle isoforme mutate, uno degli epitopi conforroaailli coinvolto nel legame degli anti-CYP2E1 e
localizzato a livello delle eliche J, J’ e K. lteressante notare che questo epitopo mappa nella
stessa area di uno dei due epitopi maggiori caizttdi nei pazienti con epatopatia alcolica ed
epatite da alotano (17). Tuttavia I'epitopo daideintificato sembra coinvolgere una zona piu vasta
rispetto a quello coinvolto nella malattia epatideolica. Inoltre, contrariamente a quanto osservat
nella patologia epatica alcolica e nell’epatite alatano, I'elica G non sembra essere un sito
antigenico nei pazienti con infezione cronica CeS§urisultati sono in accordo con la mancata
associazione tra alcol e reattivita anti-CYP2E1 waborerebbero lipotesi di un diverso
meccanismo di perdita della tolleranza al selfpagienti CHC rispetto ai pazienti alcolisti. Ineltr

il fatto che I'epitopo da noi identificato sia ldizaato in un’area completamente differente da
guella interessata dal legame degli autoanticomi-@YP2D6, potrebbe spiegare l'assenza di
cross-reattivita CYP2E1-CYP2D6 dei sieri CHC.

Inoltre, & stato dimostrato che la porzione N-teate di CYP2EL ed in particolare I'elica B con
caratteristiche anfipatiche, e responsabile dedliezione elettrostatica con i fosfolipidi carichi
negativamente che ancorano il CYP2E1 alla membecahalare (41). La simulazione al computer
dellorientamento del CYP2EL in relazione alla meama (17) mostra che I'epitopo da noi
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identificato, localizzato nella regione compresaléreliche J, J’ e K”, risulta essere ben actsiesi

al legame degli anticorpi. In effetti, esperimantcitofluorimetria a flusso hanno dimostrato che i
CYP2EL espresso sulla membrana degli epatocittanosciuto sia da un siero policlonale anti-
CYP2EL, prodotto in coniglio, sia dai sieri dei jgati con CHC.Questo dato ben si accorda con
studi presenti in letteratura (7, 15) e con quarsgervato da noi precedentemente in esperimenti di
immunofluorescenza, in cui la microscopia confodaemesso in evidenza che gli anti-CYP2E1
legano il CYP2EL presente sulla porzione esterfia deembrana plasmatica degli epatociti, dove
potrebbero mediare danno cellulare attraversavatione del complemento o con un meccanismo
di citotossicita cellulo-mediata anticorpo-dipenefADCC). L’identificazione di un epitopo
conformazionale, sulla superficie molecolare delR2E1, che dalla simulazione al computer
risulta essere accessibile al legame da parte Wgeanti-CYP2E1, unitamente ai dati ottenuti in
citofluorimetria a flusso ed in immunofluorescengza hanno indotto a valutare i possibili
meccanismi coinvolti nella perdita della tollerarm aelf verso il CYP2EL.

Al momento i meccanismi molecolari alla base dsllduppo di autoimmunita in corso di epatite
cronica C sono ancora largamente sconosciuti. Kegkaolleghi hanno identificato una stretta
omologia di sequenza e cross-reattivita tra I'gtd93-212 di CYP2D6, riconosciuto da circa il
50% dei sieri con epatite cronica C positivi paragiticorpi anti-LKM-1, e due strutture virali, la
RNA-polimerasi RNA-dipendente del’lHCV (NS5; HCV ZB-2996) e I'esonucleasi alcalina del
cytomegalovirus (CMV 121-140) (10). Inoltre, ultiiomologie di sequenza sono state riportate
tra I'epitopo 254-271 di CYP2D6 e le proteine deCV e dell’herpes virus-1 (HSV-1) (9),
suggerendo che il mimetismo molecolare con antigerali possa essere responsabile dello
sviluppo dell’'autoreattivita anti-CYP2D6. A quespwoposito, Marceau e collaboratori hanno
recentemente dimostrato che i sieri di pazienti @patite cronica C, positivi per gli anticorpi anti
LKM-1, che riconoscono l'epitopo conformazionaled2538 di CYP2D6 cross-reagiscono con le
proteine NS3 e NS5 del virus HCV (11). In accordm guesti dati, le omologie di sequenza e
struttura riscontrate fra I'epitopo 324-346 di C\HA2e la porzione 421-480 della proteina NS5B di
HCV suggeriscono che fenomeni di mimetismo molaeokiano anche alla base dello sviluppo
dell'autoreattivita anti-CYP2EL. In particolare, $#quenza CYP2E.346 CONtenente I'epitopo
conformazionale, riconosciuto dagli anticorpi ad¥P2E1 associati alla CHC, mostra una buona
omologia di sequenza con due peptidi (438-449a56e465aa) che risultano essere ben conservati
nella sequenza della RNA polimerasi RNA-dipend€éNt®85B) di molti genotipi di HCV. Inoltre,
emerso che le proteine ricombinanti GST-N&RBige GST-NS5Bss.465 SONO preferenzialmente
riconosciute dai sieri con IgG dirette verso epitopnformazionali, in effetti, i due peptidi

competono con il CYP2EL1 per il legame con quedtcarpi. Il fatto che, due peptidi distinti, siano
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riconosciuti dagli anticorpi conformazionali ant¥€2E1 suggerisce che l'area antigenica
CYP2EX4-346 cOntiene almeno due epitopi diversi che deternanidnsorgenza di una risposta
anticorpale policlonale (Figura 5). Inoltre, lae$ta vicinanza di questi epitopi con il loop presen
tra le eliche K” ed L puo spiegare il motivo talerui le mutazioni a carico di Lys420 e Phe421
(Figura 5) possano interferire con il riconoscincedel CYP2E1 da parte di alcuni sieri CHC.
Sorprendentemente, i sieri CHC riconoscono, conbwasa affinita, il peptide NS5Bs.449Che, tra

i due, e quello con la minore similarita strutteralon la propria sequenza omologa sul CYP2E1
(Figura 6). Questo suggerisce la possibilita chando NS5Bss.449 NON € racchiuso, all'interno
della propria molecola, possa acquisire una cordarome adu-elica simile a quella del peptide
CYP2EX%24-33s Quindi, fenomeni di mimetismo molecolare con NSBBlivello delle cellule B,
potrebbero spiegare la perdita della tolleranzsellverso specifiche strutture conformazionali del
CYP2EL. In particolare, deve essere ricordato aleedss-reattivita tra la sequenza CYP26sse
NS3 e NSbHa € gia stata proposta per spiegare itierigegli anticorpi anti-LKM1 associati alla
CHC (11).

In conclusione, i nostri risultati dimostrano chreun sottogruppo di pazienti con infezione cronica
C, fenomeni di mimetismo molecolare stimolati daSBSpossono portare allo sviluppo di auto-
immunita verso epitopi conformazionali presenti GMP2E1. Inoltre, abbiamo dimostrato che la
presenza di autoanticorpi anti-CYP2E1 diretti veepdopi conformazionali, nei pazienti con una
persistente infezione C, costituisce un fattoreigtihio per una piu severa necro-inflammazione,
suggerendo il loro possibile impiego per lo scregndi soggetti con un piu alto rischio di

progressione della malattia epatica.
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